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(57) Abstract 

The invention discloses an attenuated mutant of Listeria monocytogenes incorporating in the act A gene or in its promotor 
a mutation capable of blocking or modifying the expression of the protein coded by the act A gene. This mutant can be used as a 
livin g vector for the expression of an heterologous ADN, particularly a gene coding for a viral, bacterial or parasitic protector 
antigene which is the target of T cells of subclass CD8. The recombinant mutant strains thus obtained may be used as a vaccine or 
diagnostic composition for checking the protection state of a host. 

(57)Abrege 

L'invention a pour objet un mutant attenue de Listeria monocytogenes comportant dans le gene act A ou dans le promoteur 
de celui-ci une mutation apte a bloquer ou modifier rexpression de la proteine codee par le gene act A. Ce mutant peut etre utilise 
en tant que vecteur vivant pour rexpression d'un ADN heterologue, notamment d'un gene codant pour un antigene viral, bacte- 
rien ou parasitaire protecteur cible de lymphocytes T de la sous-classe CD8. Les souches mutantes recombinantes ainsi obtenues 
ont des applications en tant que vaccin ou composition de diagnostic pour le controle de I'etat de protection d'un hdte. 
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Mutant attenue de Listeria monocytogenes ; souche recombi- 
nante de Listeria monocytogenes , utilisation comme 
vecteurs hetSrologues d'antigdne vaccinal et utilisation 
comme vaccin ou composition diagnostique 

La presente invention concerne une souche 
mutante attenu6e de Listeria monocytogenes et ses 
applications iramuno-therapeutiques et diagnostiques, 
notamment pour la fabrication d'une souche recombinante 
5 utilisable en tant que vaccin. 

Listeria monocytogenes est un bacille aerobie 
facultatif, non sporulant, a gram-positif tres repandu 
dans 1 ' environnement et responsable de la list6riose 
humaine et animale. La maladie se manifeste par des 
infections opportunistes, soit par une rneningite et/ou 
encephalite, des septic&nies ou par des avortements, avec 
un taux de mortality eleve chez les nouveau-nes et les 
adultes dont les mecanismes de defense sont af faiblis par 
la grossesse, une immunosuppression therapeutiquement 
15 induite, une maladie sous-jacente ou la vieillesse. La 
listferiose peut aussi atteindre des sujets apparemment 
sains . 

Listeria monocytogenes est capable in vivo 
comme in vitro d'infecter une grande varifete de types 
20 cellulaires, notamment les macrophages, les f ibroblastes, 
les cellules epitheliales et les enterocytes. 

Aprfes sa penetration dans la cellule infec- 
tee, la bactferie lyse la membrane du phagosome grace & 
une hemolysine qu'elle secrete. Au terme de cette etape, 
25 la bacterie est dans le cytoplasme de la cellule hote. 

En outre, Listeria monocytogenes se carac- 
t6rise par son aptitude a se propager dans les tissus par 
infection directe de cellule a cellule sans quitter le 
cytoplasme (Racz et al., 1970 (9)). 

Peu de temps apres son entr6e dans la cellule 
hote, la bact6rie s'entoure d'actine filamenteuse (actine 
F) qui est ulterieurement se rearrange en "com&te" 
derriere la bactferie dans la direction oppos6e au mouve- 
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ment (Tilney et al., 1989, (13); Mounier et al., (1990) 
( 1 ) . L ' actine polymerisee est constituee de microfi- 
laments courts, orientes au hasard qui different des 
filaments d f actine longs habituellement observes dans les 
5 cellules musculaires. 

Les bact6ries sont mobiles et laissent 
derriere elles des "cometes" d 1 actine F de plusieurs pm 
de longueur. Certaines sont incorporfees dans des protube- 
rances cytoplasmiques en forme de doigt, qui peuvent etre 

10 internalis6es par les cellules voisines. Les deux membra- 
nes plasmiques entourant la bact&rie sont alors lysfees. 
Une fois dans le cytoplasme de la nouvelle cellule bote, 
la bact6rie peut se reproduire et comraencer un nouveau 
cycle de dissemination. 

15 Pendant ce processus de dissemination, les 

cellules de Listeria monocytogenes sont protegees du 
systeme immunitaire de l'hdte, et la dissemination de 
cellule a cellule repr6sente par consequent un f acteur 
cie de virulence. 

20 En isolant et analysant un mutant Tn 917-Lac 

inapte £ se diss6miner de cellule £ cellule, les inven- 
teurs ont pu identifier une prot6ine de Listeria monocy- 
togenes irapliqu6e dans 1 ' assemblage de 1' actine induit 
par la bacterie. 

25 Le gene codant pour cette proteine denommfee 

act A, fait partie d'un op6ron (Mengaud et al., 1991 (b) 
( 8 ) ) dont la sequence nucleotidique complete a 6t6 
r6cemment d6crite (Vazquez-Boland et al., 1992 (12)). 

La presente invention a ainsi pour objet une 

30 souche de listeria monocytogenes e virulence att6nu6e, 
caracterisee en ce qu'elle comporte, dans le gene act A 
ou dans le promoteur de celui-ci, une mutation capable 
de bloquer ou de modifier sensiblement l f expression de 
la proteine cod6e par le gene act A. 

35 La mutation peut etre r6alis6e selon les 
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techniques connues, notamment par insertion dans le gene 
act A ou son promoteur, d'une sequence d'une ou plusieurs 
bases, de preference un transposon stable, deletion d'une 
ou plusieurs bases, mutations telles que mutations par 
mutagenese dirigee, par exemple par PGR et notamment 
mutations faux-sens. 

La mutation peut notamment etre realisee par 
insertion d'un transposon, tel que le transposon Tn 917- 
lac, comme decrit par Mengaud et al., 1991 ( a ) ( 7 * 

La mutation est effectuee de preference dans 
le fragment d'ADN codant pour la sequence peptidique a 
motifs repetes comprise entre les aminoacides 235 a 315 
350 a 360, 367 a 385 et 389 a 393 de la sequence peptidi- 
que SEQ ID N* 1. 

Un autre site de mutation avantageux, notam- 
ment d' insertion est situe en aval de 1' adenosine en 
position 497 de la sequence nucleotidique du gene act A. 

Cette position correspond a celle entre les 
aminoacides 61 et 62 de la sequence peptidique SEQ id 
20 N" 1. 

One souche particulierement preferee selon la 

presente invention est la souche de la Listeria n. r _ 

tggenes LUT 12 deposee a la Collection Nationale de 
Cultures de Micrd-organismes (CNCM) le 30 Janvier 1992 
25 sous le numero 1-1167. 

Les mutants selon 1' invention sont aptes a 
conferer a des h6tes auxquels lis ont ete administres une 
protection contre une infection ulterieure par une souche 
pathogene de Listeria monocvtooenfls _ 

L' invention a done egalement pour objet un 
vaccin humain ou veterinaire comprenant en tant que 
composant actif une souche attenuee de Listen, m»n»^_ 
genes, telle que definie precedemment. 

Ce vaccin est apte a conferer une protection 
35 efficace a l'homme ou a 1' animal notamment aux bovins et 
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ovins centre la list6riose. 

La reponse immunltaire g6n6r6e par 1 v adminis- 
tration d'un mutant att6nu6 tel que dfefini se traduit par 
la proliferation essentiellement de lymphocytes T de la 
5 sous-classe CD8. 

Les lymphocytes, T de la sous-classe CD8 sont 
actives par des peptides li6s d des antigdnes de classe 
I du CMH (complexe majeur d f histocompatibility) g&n&r£s 
par la prot6olyse de prot6ines synth6tis6es ou liber6es 

10 dans le cytoplasme d'une cellule pr6sentant l'antigene. 

Ainsi, les mutants att6nu6s de Listeria 
monocytogenes selon 1' invention, sont aptes £ stimuler 
le syst&ne immunitaire par la voie qui utilise les 
molecules de classe I du CMH. 

15 II est par consequent possible en transfor- 

mant Listeria monocytogenes £ 1 9 aide d'un plasmide 
appropri& d'introduire un gene h6t6rologue provenant de 
n'importe quel organisme et d f utiliser les souches 
recombinantes obtenues comme syst&ne d f expression d'ADN 

20 h6t6rologue. 

L f invention a ainsi 6galement pour objet un 
mutant recombinant de Listeria monocytogenes caracterlse 
en ce qu'il comporte un ADN h6t6rologue, soit ins6r6 dans 
le genome d'un mutant att6nu6 tel que d&fini prec6dera- 

25 ment, soit porte par un plasmide se r6pliquant dans le 
mutant att6nu6. 

1 1 ADN h6t6rologue consiste de preference en 
un g^ne heterologue codant pour un antigens . protecteur 
cible de lymphocytes T de la sous-classe CD8. 

30 Cet antigene peut etre d'origine bact6rienne 

(par exemple de mycobacterias ) , parasitaire, (par exemple 
de Leishmania, Tripanosoma ou Toxoplasma) ou viral (virus 
de la grippe, virus de la choriora6ningite lymphocytaire 
(LCMV) ou virus du Sida (VIH)). 

35 Un mutant recombinant de Listeria monoevtoae- 
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nes particuliereraent int6ressant comporte les genes 
codant pour l'antig&ne gag et/ou l'antigdne nef du VIH 
ou tout ou partie de l'enveloppe gp 120 du VIH 1 ou gp 
140 du VIH 2 ou par un peptide tel que d&fini dans US-4 
5 943 628. 

La construction du mutant recombinant peut 
&tre r&alis&e par transformation d'un mutant att6nu6 tel 
que d6fini ci-dessus, notamment du mutant LUT 12 ^ l'aide 
d'un plasmide approprife, et par exemple 61ectroporation. 
10 Avantageusement, le clonage de 1'ADN h6t6ro- 

logue sera r6alis6 chez E. Coli et on utilisera un 
plasmide navette E. Coli - Listeria monocytogenes pour 
rSaliser la transformation. 

Comme plasmides, on peut citer pMKA 4 (Sulli- 
15 van et al., (14)) ou PHT 320 (Leredus et al., (15)). 

Pour permettre 1' expression du gdne d'intfer&t 
(g&ne h6t6ro logue ) , 11 est avantageux d f insurer en amont 
du g&ne d'intdrdt un promoteur fort de Listeria, tel que 
le promoteur hly. 
20 Pour que le produit de traduction du g&ne 

d'int6ret puisse etre secr6t6, 11 est pr6f6rable de 
fusionner le g&ne d f int6rSt au dgbut de hly afin d'utili- 
ser "la sequence signal" de la list&riolysine 0 pour 
lib&rer la prot6ine d 1 int6r6t cod6e par le g§ne h6t6rolo- 
25 gue dans le cytoplasme d'une cellule d'hote. 

Les mutants recombinants de Listeria monocy- 
togenes tels que d6f inis ci-dessus conviennent de manidre 
avantageuse pour la preparation d'un vaccin recombinant 
humain ou v&t&rinaire, contre une infection provoqu6e par 
30 un mlcroorganisme produisant un antig&ne correspondant 
a la prot6ine cod6e par l'ADN h6t6rologue ins6r6 dans le 
g6nome de Listeria monocytogenes recombinant. 

Les vaccins selon 1 1 invention peuvent etre 
admlnistr£s par vole intra- veineuse, sous-cutanee, intra- 
35 musculaire ou orale. 
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Une dose appropriee se situe entre 5.10 4 et 
10 9 cellules/kg de poids. 

Cette dose varie en fonction de la voie 
d 1 administration ainsi que de la sensibility de l f h6te. * 
5 L • administration est de preference repfetee 

afin de confferer une protection efficace a I'hote. * 

Les mutants recombinants de Listeria monocy- 
togenes dfefinis ci-dessus sont 6galement appropri£s & la 
preparation d'une composition de diagnostic, destinfee au 
10 contr61e de l f 6tat de protection d f un h6te humain ou 
animal contre une infection provoqu6e par un microorga- 
nisme produisant un antigSne correspondant a la protfeine 
codee par 1 1 ADN h6t6rologue ins6r6 dans le g6nome de 
Listeria monocytogenes recombinant ou exprim6 dans cette 
15 souche lorsgue port6 par un plasmide. 

II suffira d'injecter localement la composi- 
tion de diagnostic selon 1 f invention par voie sous- 
cutan&e par exemple et d' observer apr&s un certain temps 
de latence si une reaction inflammatoire a lieu ou non, 
20 a la mani£re du test & la tuberculine utilise pour 
contrfller I'etat de protection d f un h6te contre le 
bacille de la tuberculose. 

On dfecrira ci-apr6s I'obtention de la souche 
mutante LUT 12 de Listeria monocytogenes ainsi que ses 
25 propri6t6s en se r6f6rant A la fig. annex6e repr6sen- 
tant: 

A : l f op6ron lecithinase de Listeria monocy- 
togenes (Vasquez - Boland et al. r 1992 (12) avec la 
position du transposon dans le mutant LUT 12. 

30 

B : la sequence d 1 aminoacides de la proteine 
cod^e par le gene act A. 
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Les traits noirs renforcfes representent des 
genes dont les produits ont 6t6 caracteris6s (rapl : 
metalloprotease, Domann et al., 1991, (3) act A : 
(pr6sente invention), pic B : lecithinase) ORFX, ORFY et 
5 ORFZ sont des cadres de lecture ouverte. 

P : indique le promoteur, les lignes en 
pointill6es le produit de transcription et un signal 
de terminaison de transcription potentiel. 

La s6quence signal potentielle et le segment 
10 transmembranaire sont soulign6s. La r6gion de motifs 
r6p6t6s est entourfee. La fl&che correspond a 1' insert ion 
de Tn 917-lac dans le g6ne actA du mutant LUT 12. 

La numferotation d6bute a l f extr6mite NH 2 de 
la protdine mature. Les r6sidus d6termin6s par microsfe- 
15 quengage de la bande de 90 JcDa sont imprimis en caractd- 
res gras et marqu6s par un ast6risque. 

- \— 

I - Techniques g6n&rales de clonage et d f analyse d'ADN 



20 Toutes les techniques de clonage et d ' analyse 

ont 6tfe effectu6es conform6ment aux protocoles standards 
(Sambrook et al. 1989 (10)) ou suivant les instructions 
du fabricant. 

1 • ADN chromosomique de Listeria monocvtoq enpg 

25 a 6t6 pr6par6 comme d6crit par Mengaud et al. , 1991 (b) 
(8). Les sondes pour Southern blot ont 6t6 pr6par6es par 
PCR, purififees & partir des gels d' agarose en utilisant 
le kit Geneclean (Bio 101 , Inc, La Jolla, CA), et 
marquees en utilisant le syst6rae Multiprirae d' Amersham. 

30 Les hybridations selon Southern ont 6t6 

r6alis6es h l'aide du syst£rae d • hybridation rapide 
(Amersham) sur des membranes de Nylon N (Amersham) dans 
un four pour hybridation Hybaid. 
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II - Isolement de la souche LUT 12 et determination du 
point d 1 insertion du transposon 



Une banque de mutants Tn 917-lac, produits & 
5 partir de la souche de type sauvage L028 et du plasmide 
p TV32 portant le transposon Tn 917-Lac comme dfecrit par 
Mengaud et al., 1991 a (7), a 6t6 cribl6e sur des plaques 
de gfelose au jaune d'oeuf pr6par6e & partir de jaune 
d'oeuf frais dilu6 au 1:2 dans une solution de NaCl 150 
10 mM, et d' addition de 12,5 ml de ce melange a 250 ml de 
g&lose additionn6e d'une infusion de cerveau et de coeur 
(BHI) & 56°C. 

Un mutant l€cithinase-n&gatif ne produisant 
pas d 1 opacification du jaune d'oeuf mSme apr&s une 
15 incubation prolong6e et montrant un ph6notype de type 
sauvage pour tous les autres caract^res examinfes a 6t6 
appelee LUT 12. 

A - Caractferistioues bioloaioues de ce mutant 
20 Ce mutant avait k la fois une activity 

h&nolytique et un taux de croissance in vitro identiques 
au type sauvage, mais se r6v61ait de virulence tr6s 
att6nu6e chez la sourls. 

TOXICITE 

25 La DL 50 6talt plus dlev6e d'un facteur 4 log 

10 que la DL^ des bactdries du type sauvage (10 8 * 55 
bactferies au lieu de 10 4 ' 25 ). 

TESTS DE FORMATION DE PLAGES SUR CULTURES DE 
FIBROBLASTES 

30 Des essais ont 6t6 ef fectufes sur des f ibro- 

blastes 3T3 (ECA CC88031146). selon la technique d6crite 
par Kuhn et al., 1990 (5), sauf que les infections 
etaient r6alis6es k des concentrations varices d 1 inoculum 
: 1 a 25 pi de sous-cultures bact&riennes de 2 heures 

35 de 0,45) soit non dilutes soit dilutes au 1/10. 
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Cet essai revele l 1 aptitude de Listeria 
monocytogenes & se multiplier de mani6re intracellulaire 
et a se diss&miner sur des couches simples de fibroblast 
tes revetues d'une couche de g61ose contenant de la 
5 gentaraicine a une concentration lgtale pour les bact&ries 
extracellulaires mais non pour les bactferies intracellu- 
laires. Apr6s plusieurs jours, des zones de cellules 
mortes d6truites par l f infection bact6rienne sont 
visibles & l'oell nu sous forme de "plages". 
10 Les bact6ries LUT 12 mutantes 6taient inaptes 

& former des plages sur des couches simples de fibro- 
blastes 3T3. 

ESSAI DE DISSEMINATION SUR DES MACROPHAGES DE 
MOELLE OSSEUSE 

15 Une observation au microscope optigue de la 

dissfemination de Listeria monocvtooenes sur des couches 
simples de macrophages primaires de moelle osseuse a en 
outre 6t6 r6alis6e corarae suit. 

Des suspensions contenant des macrophages ont . 

20 6t6 prepar6es A partir de moelle osseuse d'une souris 
femelle C57BL/6 dg&e de 7 semaines, et cultiv6es dans un 
milieu RPMI contenant 10% de s6rum foetal de veau en 
presence de sumageant L. 4.10 s macrophages d&riv6s de 
moelle osseuse obtenus au jour 6 ont 6t6 ensemenc6s dans 

25 les lamelles en verre rondes (diamdtre 12 mm) la veille 
de 1 'utilisation. Les macrophages ont 6td infectfes avec 
une MI (multiplicte d v infection ) de 0,04 (une bact&rie 
pour 25 macrophages, r&sultant en & peu pr6s 1% de 
cellules infectfees), de manidre a pouvoir observer des 

30 points individuels d' infection, g6n6r6s par la progdni- 
ture d'une seule bactferie. L f infection a 6t6 r6alis6e 
comme ddcrit pour un macrophage 371 A. 

Apres 30 minutes et apres 8 heures, ces mono- 
couches cellulaires ont et6 f ix&es et colorees avec une 

35 solution de Giemsa. 
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Apres 8 heures, la progeniture des bact6ries 
de type sauvage s*6tait diss6min£e & de nombzreuses 
cellules h6tes nouvelles, et des bact6ries portant des 
protuberances & leur extremity pouvalent &tre observ6es. 
5 Au contraire, la prog6niture du mutant LUT 12 est rest6e 
enfermee & I'intferieur d'une seule cellule infect6e. Les 
bact§ries mut antes ont, solt form 6 des mlcrocolonles ou 
fetaient diss6rain6es dans le cytoplasme des cellules 
hates, mals aucune protuberance contenant des bact6ries 

10 ne pouvait &tre dfetectfee. 

Ce r6sultat indlgue que la bact6rie mutante 
se multiplie & l'int&rieur des cellules infectfees, mals 
est incapable d'infecter des cellules adjacentes par 
dissemination de cellule & cellule. 

15 TEST DE CROISSANCE SUR DES MACROPHAGES J774 

Un essai d&nontrant que la bact£rie mutante 
LUT 12 6tait apte a se multiplier de manifere intracellu- 
laire a 6t6 r6alis6 au moyen d'un test de crolssance sur 
des macrophages J774. 

20 Cet essai a 6t6 r6alis6 sur des couches 

simples de J774 dans des f lacons de culture de tissus en 
matifere plastique de 25 cm 3 . Les cellules 6taient 
infect6es avec une MDI de 10 bact&ries par cellule. Le 
nombre de bact6ries intracellulaires 6tait calculi apr6s 

25 2, 6 et 10 heures de crolssance sur un milieu contenant 
de la gentamiclne (5 pg/ml) par lyse des mono-couches 
cellulaires , lavage avec de l'eau distill&e froide et 
6talement de dilutions appropri&es sur des plaques 
contenant un milieu BHI. 

30 Apr&s une duree de 10 heures, les courbes de 

crolssance des bact&ries de type sauvage et LUT 12 
6taient ldentiques. 

OBSERVATIONS AU MICROSCOPE ELECTRQNIOUE 

Le comportement intracellulaire du mutant LUT 
35 12 a 6t6 observd au microscope 61ectronique. Des macro- 
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phages J774 §taient infect6s avec des bact6ries de type 
sauvage ou la souche mutante pendant 30 minutes, suivie 
par une incubation de 60 d 210 minutes dans un milieu 
contenant la gentamicine. Pour le mutant et le type 
5 sauvage, on pouvait observer des bact6ries libres dans 
le cytoplasme 4 1 h 1/2 d v infection. A ce moment, le type 
sauvage et le mutant etaient entourfes par une couche 
mince de materiel granulaire crepel6, mais seul le type 
sauvage comportait du materiel fllamentaire assemble & 
10 sa surface, constitu6 de filaments d'actine. A 4 h apres 
1' infection, les bactferies de type sauvage fetaient 
entourdes par d'6paisses couches de filaments d'actine 
F. Au contraire, les bact6ries mutantes LUT 12 6taient 
presgue nues. M&ne le revetement fin crepel6 observe au 
15 moment pr6coce de l f infection avait disparu. 

Pour visualiser 1 • association d'actine F 
bactferienne de maniere sp&cif ique, les auteurs ont 
r6alis6 des colorations en double fluorescence & l'aide 
de FITC-phalloldine, une toxine fongique se llant d 
20 l'actine F, et avec un s&rum ant i-L. monocytogenes . suivi 
par un second ant i -corps couplfe & la rhodamine, pour 
d6tecter les bact&ries. Les macrophages J774 6taient 
infect6s depuis 4h avec les bactgries de type sauvage ou 
mutant. Tandis que les bacteries de type sauvage se 
25 coloraient positivement avec la FITC-phalloidine, les 
bact&ries mutantes LUT 12, bien que d6tectables avec le 
s6rum ant i-L. monocytogenes restaient invisibles avec la 
coloration de l'actine. 

Ces r§sultats d&montrent que les bactferies 
30 LUT 12 s'echappent des phagosomes aussi efficacement que 
les bacteries de type sauvage et se multiplient dans le 
cytoplasme. Cependant, les bacteries mutantes ne sont 
jamais associ£es avec de l'actine F, sont incapables de 
se d&placer d l'intferieur de la cellule, et ne peuvent 
35 infecter des cellules voisines par diss6mination directe. 
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Ces observations suggerent que le mutant LUT 12 est 
deficient en un composant n6cessaire pour le procede de 
formation de filaments d'actine induit par Listeria 
monocytogenes . 

5 B - DETERMINATION DU POINT D y INSERTION DU TRANSPOSON 

Ce mutant a et6 analyse par Southern blot 
pour determiner le nombre de transposons ins6r6s dans son 
chromosome. 

L'ADN chromosomique a 6te dig6r6 par Bam HI, 

10 Eco RO, Hind III, Kpn I et Pst I. 

On a utilis6 deux sondes dif ferentes corres- 
pondant a Tn 917-lac (Shaw et Clewell, 1985 (11)): une 
sonde recouvrant 515 paires de bases du g&ne de resis- 
tance £ l'erythromybine, obtenue par PCR avec les 

15 oligonucleotides 5 1 -TTG GAA CAG GTA AAG GGC ATT TAA-3* 
(position 821 a 844) et 5 f -AGT AAA CAG TTG ACG ATA TTC 
TCG-3' (position 1313 & 1336), et une sonde recouvrant 
le fragment interne Hind III du transposon obtenue par 
PCR avec les oligonucleotides 5 f -ACA ATT AAT GTC TCC CAT 

20 ATT-3 1 (position 3082 £ 3102) et 5 f (ACT GAT AAT TAA CCA 
AAA CAG-3 1 (position 4295-4315). 

La jonction transposon-chromosome a 6te 
clonee £ partir d'une banque d'ADN chromosomique obtenue 
par restriction avec Eco RI/Kpn I dans pUC 18. Un clone 

25 comportant un segment d f insertion, correspondant A la 
jonction chromosome- transposon a et6 isoie et sequence 
directement a partir du plasmide par utilisation d'un 
oligonucleotide s'hybridant avec I'extremite droite du 
transposon (5'-CTA AAC ACT TAA GAG AAT TG-3*, position 

30 5244 a 5263). 

Le transposon etait ins6r6 aprds l f adenine 
497 dans la sequence nucl6otidique du fragment Hind III - 
Eco RI du gene act A de l'operon identifie par Mengaud 
et al., 1991 (b) (8), dont la sequence nucl6otidique a 

35 ete decrite par Vazquez-Boland et al., 1992 (12). 
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Le point d' insertion du transposon Tn 917-lac 
est represents sur le shc&na de la fig. (A). 

Le phenotype lecithinase-nfegatif du mutant 
LUT 12 est vraisemblablement dudun effet polaire de la 
5 mutation par insertion dans act A, dans la mesure ou le 
36me gene de l'operon plcB code pour la 16cithinase. 

Des 6tudes compl6mentaires ont 6t6 r6alis6es 
qui ont demontr6 que la perte de l f activity de polym6ri- 
sation de l'actine fitait bien due & une perte d'expres- 
10 sion du gene Act A. 

Des mutants ont 6t6 r6alis6s par recombinai- 
son homologue entre le chromosome de Listeria monocytoge- 
nes et des fragments correspondant £ des parties du g&ie 
plcB et des cadres de lecture ouverte ORFX/Y etf ORFZ 
15 (fig. (A)) situes en aval du g6ne act A par insertion 
de plasmides en divers sites. 

Des 6tudes d' immunofluorescence par utilisa- 
tion de FlTC-phalloidine et marquage a la rhodamine de 
bact6ries dans des macrophages J 774 infectfis ont montr6 
que les mutants plcB, ORFX/Y et ORFZ 6taient associ6s & 
des filaments d f actine F tout comme les bact6ries de type 
sauvage. Ces 6tudes ont 6t6 compl6t6es par des 6tudes de 
microscopie 61ectronique qui ont montrfi que ces mutants 
6taient aptes & stimuler 1' assemblage de l'actine de la 
25 mSme mani&re que le type sauvage. 

Ces analyses montrent par consequent que des 
mutations en aval de act A n'affectent pas l 1 assemblage 
de l'actine A et suggerent que I'incapacitfe du mutant LUT 
12 h polymferiser l'actine cellulaire est due a 1' absence 
30 d' expression du gene act A. 

Une transformation du mutant LUT 12 rSalisde 
avec act A montre par ailleurs que le ph6notype de type 
sauvage est restaur^, ce qui exclut la possibility d'une 
mutation spontanee en un autre site du chromosome. 
35 Ces r6sultats d6montrent ainsi que le produit 
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du g6ne act A est necessaire pour 1 f assemblage de 
l'actine de Listeria monocytogenes et par consfequent pour 
son pouvoir pathogene. 

Le produit du gene act A a 6t6 dfeterminfe 
5 conune dfecrit ci-apres : 

III - Analyse du produit du g&ne act A 



La sequence nucl6otidique du g&ne act A 
10 laisse supposer que celui-ci code pour une prot6ine de 
639 aminoacides avec. une sequence signal et une rdglon 
transmembranaire (Vazquez Boland et al., 1992 12(). 

Des 6tudes compl6mentaires ont 6t6 r6alis6es 
d'une part par analyse compar6e des pro twines de surface 
15 de Listeria monocytogenes de type sauvage et de la souche 
LUT 12. 

Les isolats bactdriens ont 6t6 cultivfes dans 
200 ml de bouillon d f infusion cerveau-coeur (BKI, 
Laboratoires DIFCO, Detroit, Michigan) additionn£ 

20 d r 6rythomycine & 5 pg/ml pour LUT 12, sous agitation A 
160 tpm sur un agltateur Gyrotory G10 (New Brunswick 
Scientific) & 37° C pendant 18 h. 

Les bact6ries ont 6t6 r6colt6es par centri- 
fugation (5000 g pendant 20 minutes) et lav6es A trois 

25 reprises dans une solution saline de tampon phosphate 
(PBS). 

Le culot obtenu a 6t6 remis en suspension 
dans 4 ml de PBS et du SDS a 6t6 ajout6 A une concentra- 
tion finale de 1 %. A cette concentration de SDS, les 

30 cellules de L. monoc ytogenes ne se lysent pas. L v absence 
de lyse bact6rienne a 6t6 v6rifi6e au microscope. Apr£s 
5 minutes d' agitation & temperature ambiante, les 
bactSries ont 6t6 centrifug6es (50.000 g pendant 10 
minutes) et le surnageant concentr6 par ultrafiltration 

35 sur des microconcentrateurs (Centricom 30, Amicon) et 
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conserve a -20° C. 

La concentration en proteines a §te d6ter- 
min6e a l'aide de la methode a l'acide bicinchoninique 
(Pierce). La concentration en prot&ines a 6t6 ajust&e a 
5 300 pg/ml pour l f electrophorese. 10 ]il d'extrait ont 6t6 
melanges avec 10 pi de tampon (SDS d 2 %, glyc6rol a 10 
%, mercapto&thanol & 5 %, bleu de bromophSnol & 0,002 % 
et Tris HC1 0,02 M), bouillis pendant 3 minutes & 100° 
C. L • 61ectrophor6se a 6t6 effectude A 60 mA pendant 120 
10 minutes a travers des gels discontinus de polyacrylamide 
(Laemmli, 1970 (6)). les bandes ont 6t6 visualises par 
coloration d 1' argent (Heukeshoven et Demick, 1985 (4)).. 

Pour le marquage de la surface cellulaire, on 
a cen£rifug6 400 ml d'une culture de 18 heures de L. 
15 monocytogenes; les bact£ries ont 6t6 lav6es & 3 reprises 
avec PBS d pH 7,4 et remises en suspension dans 8 ml de 
PBs PH 8,0 a 4° C. 

Les bacteries ont ensuite 6t6 traitfees avec 
de la sulfosuccinimido biotine (sulfo-NHS-biotine; 
20 Pierce) a une concentration finale de 0,5 mg/ml pendant 
2 minutes sous agitation mod£r6e. 

Les cellules ont 6t6 lav6es & trois reprises 
avec PBS a pH 7,4 et extraites par extraction au SDS. 

Les extra! ts correspondant & 7 jig de prot6i- 
25 nes par couloir ont 6t6 d6pos6s sur des gels SDS et 
transf6res comme decrit par De Rycke et al., 1989 (2) sur 
nitrocellulose (BA 85, Schleicher et SchUll. Les f litres 
de nitrocellulose ont 6t6 satur6s pendant une nuit dans 
PBS St 0,5 % de gdlatine et incubus pendant 1,5 heure avec 
30 de la streptavidine conjugu6e a de la peroxydase (Jack- 
son) dans du PBS contenant 0,5 % de gelatine et 0,1 M de 
Tween 20. Apr6s diff6rents lavages dans le meme tampon, 
les bandes react ives ont ete rev616es avec 0,5 mg/ml de 
4-chloro-l-naphtol (Biorad) et 0,03 % v/v d f H 2 0 2 dans 
35 l'eau. 
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lies analyses des gels d T electrophor6se 
montrent un bande de 90 kDa pour le type sauvage qui est 
absente chez la souche LUT 12. Cette bande est egalement 
retrouv6e chez les mutants plcB et les mutants LUT 12 
5 transform6s par act A mentionnes ci-dessus. 

Les analyses de marquage de surface par la 
sulfosuccinimido-biotlne montrent de fagon directe une 
protfeine biotiny!6e de 90 kA chez les bacteries du type 
sauvage qui est absente chez la souche mutante LUT 12. 
10 Pour identifier sans ambiguite la proteine 90 

kDA, la bande de 90 kDA a 6t6 Isolde et la sequence des 
6 aminoacides de l f extrfemit6 NH 2 a et6 determin6e et 
compar6e avec la sequence d 1 aminoacides d&duite de la 
sequence nucieotidique du gene act A. 
15 Les extraits sur SDS correspondant & 100 pg 

de prot6ines par canal ont ete mis a bouillir dans un 
tampon d 1 6chantillonage SDS contenant 7 % (p/v) d'ur&e 
avant de realiser une electrophorese sur des gels au SDS 
a 7,5 %. 

20 Les prot&ines sfeparfees ont et& transferees 

sur une membrane Problott (Applied Biosystems ) dans du 
Tris 50 mM - borate 50 mM pendant 17 heures a 4 a 5 
volts /cm. Les prot&ines ont 6t6 color6es pendant 5 
secondes a 1' aide de noir amido 4 0,1 4 dans une solution 

25 d'acide ac6tique & 1 % et de methanol k 40 %, et rinc6es 
soigneusement £ l'eau. Une bande de 90 kDa a 6t6 dfecoup6e 
dans plusieurs couloirs. Les protfeines de la membrane ont 
et6 s6quenc6es par degradation selon Edman dans un 
sequenceur 740 A d 1 Applied Biosystems , avec, en ligne un 

30 analyseur HPLC PTH 120 A programme par le fabricant pour 
la membrane Problott. Les sequences d 1 aminoacides ont ete 
analysees sur un ordinateur Data General MV 10000 4 
1 f Unit6 d f Inf ormatique Scientifique de I'Institut 
Pasteur. 

35 La sequence Ala-Thr-Asp-Ser-Glu-Asp de la 
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prot&ine isolee correspond exactement aux amino-acides 
du site de clivage de la sequence signal de pr6dite 
d'apr&s la sequence peptidique-prfedite & partir du g6ne 
act A (fig. B). 

5 Par consequent, le produit mature du g6ne act 

A est une prot&ine de 610 aminoacides avec un poids 
mol6culaire calculi de 67 kDA. Elle a un poids mol6cu- 
laire apparent de 90 kDA et est exprimfee a la surface de 
la bact6rle. 

10 Cette prot6ine est n6cessaire 4 1 1 assemblage 

de I'actine F et son absence conduit £ une att6nuation 
tr&s importante de la virulence de Listeria monocytoonea . 
Par consequent, toute mutation affectant le gdne act A 
ou son promoteur et modifiant sensiblement ou empSchant 

15 1* expression de son produit permettra I'obtention d'une 
souche att6nu6e non pathogdne conform&nent & l f invention. 

On rapportera ci-aprds les r€sultats obtenus 
in vivo avec la souche LUT 12 sur la protection de souris 
centre une infection par Listeria monocytogenes , 

20 

IV - Effets, in vivo, de la souche LUT 12 : etude chez 
la souris 

A/ Multiplication du mutant actA dans le f oie 
et la r ate de souris infectfees . 

25 Le comportement de LUT 12 a 6t6 6tudi6, aprds 

injection intraveineuse, dans la rate et le foie de 
souris, qui sont les principaux organes cibles oH L. 
monocytogenes de type sauvage expriment leur pathogeni- 
city. Les essais cliniques utilises frtaient les sui- 

30 vants : les foies et rates des souris infect6es 6taient 
r6colt6s & diff6rents moments aprfis 1» infection, et 
homog6n6is6s pour permettre la libferation de bactferies, 
et les bact6ries vivantes 6taient comptfies in vitro. 

La DLjo du mutant actA LUT 12, apr&s injection 

35 intraveineuse chez des souris C3H de lign6e pure 6tait 
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plus elev&e d'un facteur 3 log 10 que celle de Listeria 
monocytogenes de type sauvage (2,5 x 10 7 contre 
2,5 x 10 4 ). 

Les cinetiques de croissance du mutant actA 
5 et de la souche virulente de type sauvage dans le foie 
et la rate ont 6t6 compar6es. Apr6s injection intravei- 
neuse d'une dose maximum sublgtale du mutant actA (1,5 
x 10 7 organismes) ou de deux doses diffdrentes de 
L. monocytogenes virulentes (7 x 10 3 ou 6 x 10 4 ), le 

10 nombre de bact6ries dans le foie et dans la rate des 
souris infect&es a 6te d6termin6 a des dur6es variables 
au cours de 1* infection, 

Une augmentation du nombre de mutant actA a 
& 6t6 observee dans la rate pendant les 24 premieres 

15 heures, mais cette augmentation 6tait limitfee (1 log 10 ) 
en comparaison avec 1 1 augmentation d'un facteur 4 log 10 
observ6e avec la souche de type sauvage. A partir du 
jour 1, le nombre de bact6ries mutantes actA a rapidement 
diminu6 et au jour 5, presqu 1 aucune bactferie ne pouvait 

20 etre r6colt§e & partir de la rate. Au contraire, la 
souche sauvage de Listeria monocytogenes pouvait tou jours 
Stre d6tect6e dans cet organe aux jours 9 & 10 de 
1' infection. Dans le foie, le nombre de bact&ries 
mutantes actA a persists 4 un niveau stable jusqu'au 

25 jour 4, et apr&s cela a diminu6 rapidement ; au contrai- 
re, le nombre de Listeria monocytogenes de type sauvage 
a augments d'un facteur de 2 log 10 avant d'atteindre un 
plateau pendant 6 i 7 jours. 

La persistance du mutant actA & un niveau 

30 stable pendant 4 jours dans le foie peut refl6ter soit 
un 6quilibre entre la multiplication bactferienne et la 
mort bact&rienne, ou une survie des bactdries sans 
multiplication. Pour faire la difference entre ces deux 
possibility, les courbes de croissance bact&rienne dans 

35 le foie et dans la rate de souris trait&es par l'ampicil- 
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line ont et6 compar6es d celles de souris t&noins. 
L'ampicilline inhibe la synthase du peptidoglycane et est 
bactericide sur des bacteries en phase de multiplication 
active, Les souris infect6es ont 6t6 traitfees & deux 
5 reprises avec 15 mg d 1 ampicilline par voie intraperito- 
neal a partir du jour 1, 2 ou 3 de l f infection ; le foie 
et la rate ont 6t6 pr61ev6s un jour plus tard, et le 
nombre de bact6ries restantes a 6t6 determine et compare 
avec celui obtenu d partir de souris non trait6es par 

10 1'antibiotique. 

Aprds un tel traitement, le nombre de 
bact&ries actA a diminue brutalement dans la rate au 
jour 2, et dans le foie aux jours 2 et 3, mais aucune 
difference entre la courbe <ie croissance t6moin n'a 6t6 

15 trouvte aux jours 3 et 4 dans la rate, ou au jour 4 dans 
le foie. 

Ces rdsultats suggerent que la persistance du 
mutant actA dans le foie est due & un 6quilibre entre la 
multiplication bact6rienne et la mort. Etant donnfe que 
les mutants actA sont deficients en ce qui conceme la 
dissemination de cellule & cellule, in vitro, la persis- 
tante de actA dans le foie est vraisemblablement due & 
une infection de cellules voisines aprfts lyse des premie- 
res cellules hdtes infect6es ; par consequent, Listeria 
25 monocytogenes peut etre expos6e & des ef fecteurs bacteri- 
cides presents dans un milieu extracellulaire et sa 
capacite de dissemination locale peut etre diminu6e. 

En outre, si des Listeria monocytog ene 
extra-cellulaires sont phagocyt6es par des macrophages 
actives par 1 • interferon y , elles peuvent etre incapables 
d'atteindre le cytosol et de poursuivre leur cycle intra- 
cellulaire. 

Finalement, les mutants actA ont et6 61imin6s 
de la rate et du foie plus tdt que la souche de type 
sauvage, sugg6rant que les ef fecteurs protecteurs de 
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I'hote sont rapidement induits chez la souris infect6e 
avec le mutant act A. 

B/ Effets d'une infection unique avec le 
mutant actA sur 1* induction djune immunite persistante . 
5 L 1 existence d'une resistance non sp£cifique 

due & l f activation des macrophages est un ph&nomene bien 
connu, survenant rapidement et de maniere transitoire 
chez des souris "recup6rant M d'une infection sublet ale. 

Dans le but d f 6viter de dfetecter simultan6- 

10 ment des effets de 1' immunite non spfecifique et sp6cifi- 
que, les inventeurs ont determine & quel moment la 
resistance non sp6cif ique cessait de s'exprimer. 

lis ont injects par voie intraveineuse un 
pathogene intra-cellulaire non apparent^, Yersinia 

15 enterocolitica Ye8081 0:8 (16,17) soit chez des souris 
nalves, soit chez des souris infect£es avec le mutant 
actA, 4, 6,5, et 8,5 semaines avant l f injection. lis ont 
compare le nombre de bact&ries dans la rate et dans le 
foie dans ces deux groupes de souris. Aucune difference 

20 n f a 6t6 observ£e entre les deux groupes £ chaque moment 
du test. lis ont alors realise les experiences suivantes, 
6 semaines ou plus apr6s l f infection avec le mutant actA. 

Premierement, la DL 50 de L. monocytogenes de 
type sauvage a et6 d6termin6e chez des souris infect6es 

25 6 semaines auparavant avec le mutant actA, et chez des 
souris temoins : une difference d'un ordre de 100 a 6t6 
observee entre les deux groupes (2 r 2 x 10 6 et 2,5 x 10 4 
respectivement ) . 

Deuxiemement, les courbes de croissance de 

30 L. mono cytogenes de type sauvage ont 6te compar6es dans 
le foie et la rate de souris nalves et de souris immuni- 
sees depuis 6 semaines, ce pendant les 3 premiers jours 
de l f infection. Un ralentissement significatif de la 
croissance bacterienne a et6 observe & partir du jour 1 

35 dans la rate, et a partir des jours 2 & 3 dans le foie. 
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Troisiemement, cette inhibition specif ique de 
la croissance de L. monocytogenes de type sauvage etait 
encore efficace 8,5 semaines apres 1« infection avec le 
mutant actA (diminution de 4,01 log 10 dans la numeration 
5 bacterienne de la rate 48 heures apres un inoculum 
bacterien de 5 x 10 4 ). 

Ces resultats montrent gu'une infection 
unique avec le mutant actA attenue est suf fisante pour 
induire une immunite contre L. monocytogenes, de type 
10 sauvage. 

c / Generation de lymphocytes T rnR* protec- 
teurs contre Listeria . ™~ 

Un transfert de protection a ete effectue 
15 chez des "recepteurs" syngeniques naifs en utilisant des 
cellules de rate recoltees 7 jou; s apres une injection 
intra-veineuse de 1,5 x 10 7 bacteries mutantes actA. Les 
"recepteurs" ont ete exposes a une infection intravei- 
neuse avec une dose letale de L. monowri-^ . de 
sauvage pendant 1 heure, et le nombre de bacteries a ete 
determine dans le foie et dans la rate des "recepteurs" 
deux jours apres 1' infection. 

Premierement, 1* injection de splenocytes de 
souris infectees avec le mutant actA a provoque une 
25 diminution importante du nombre de L. monocytogene de 
type sauvage recoltees a partir de la rate des "recep- 
teurs" ayant recu les cellules, et cet effet etait dose- 
dependant. La diminution du nombre de bacteries a 
egalement ete observee dans le foie des "recepteurs", 
mais a un degre moindre (diminution de 1,00 ± 0,45 log 10 , 
n = 4, pour des transferts de 5 x 10 7 a 2,5 x 10 8 cellu- 
les, P < 0,02). 

Dans le but de caracteriser le phenotype des 
cellules de rate protectrices, on a soustrait dans la 
35 population cellulaire splenique immunitaire, soit des 
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lymphocytes Thy-1*, soit CD4% soit CD8\ avant le 
transfers passif (Tableau 1 ci-dessous). Le transfert des 
splfenocytes non soustraits a r6sult6 en une reduction de 
3^4 log 10 du nombre de bact§ries dans la rate. Cette 
5 protection 6tait trans f6r6e par les lymphocytes T, car 
\ine ddpl&tion en lymphocytes Thy-1* a aboli la diminution 
de la charge des bact£ries dans la rate. Le niveau &lev& 
de protection conf&r&e par des spl6nocytes immuns aprds 
7 jours n f 6tait que peu affects par la d6pl6tion de la 

10 sous-population CD4. La majoritfi de l f effet protecteur 
conf6r6 par les spl6nocytes immuns apr6s 7 jours 6tait 
sensible d une d&pl&tion de la sous-population de CD8, 
mais ne pouvait pas etre mis sur le compte unlquement de 
la sous -population ; de lymphocytes CD8*. 

15 Dans la mesure ou la d6pl6tion en Thy-1 a 

supprimfe la protection, et ou la depletion en CD4 n'aeu 
qu'un effet marginal, on peut consid6rer qu'une partie 
du role protecteur non CD8 dependant est due aux lympho- 
cytes T doublement n6gatifs, comme cela a d£j& 6t6 

20 observe par DUNN et NORTH (18). Des experiences publi6es 
auparavant de dfepl6tion/protection sur des cellules 
lympholdes isol&es de souris r6cup6rant d'une infection 
avec L. monocytogenes de type sauvage ont montrfe que L. 
monocytogenes de type sauvage 6tai t capable d 1 induire une 

25 protection qui 6tait presque exclusivement due & des 
lymphocytes CD8* r et que ces lymphocytes CD8* prot6- 
geaient sans la participation de lymphocytes CD4*. 

Le mutant actA de L. monocytogenes est ainsi 
capable d' induire la g&n&ration de lymphocytes CD8* 

30 sp6cifiques, protfegeant centre Listeria . 

Le mutant actA poss&de un g&ne de la list£- 
riolysine-0 fonctionnel qui lui permet de s ? 6chapper du 
phagosome et d'entrer dans le cytosol ; il est probable 
que le mutant actA est capable de stimuler la production 

35 de lymphocytes T CD8* protecteurs centre Listeria, recon- 
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naissant des peptides naturels de L . monocytogenes . En 
outre, la capacite du mutant actA a se multiplier de 
manidre transitoire dans les organes des souris infect&es 
et de* secreter une quantit6 suffisante de prot6ines 
5 bact6riennes est probablement critique pour permettre une 
production efficace des lymphocytes CD8* protecteurs. 

Le transposon Tn917-lac s'est ins6r6 dans 
actA, le second g6ne de l , op6ron 16cithinase, et a un 
effet polaire sur l f expression du gdne plcB codant pour 
10 une l&cithinase. Les r6sultats obtenus dans la pr6sente 
invention indiquent que la 16cithinase ne joue pas un 
rdle essentlel dans 1' induction d'une immunity protec- 
trice contre L> monocytogenes . 
<t& En conclusion, les r6sultats de la pr6sente 

15 invention montrent que des mutants att&nu&s actA sont 
capables d'induire des lymphocytes T CD8* protecteurs 
contre Listeria, et qu'un 6tat d f immunity protectrice 
contre L. monocytogenes de type sauvage peut Stre 6tabli 
par une infection unique. Comme les mutants actA p6n6- 
20 trent dans le cytosol des cellules infect6es et se 
multiplient dans ce compart iment, on peut considferer leur 
utilisation comme vecteur vivant pour d61ivrer des 
prot6ines h6t6rologues dans le cytosol et favoriser la 
production de lymphocytes T CD8* ; de tels vecteurs 
25 vivants capables de se multiplier de fagon transitoire 
sont supposes d&livrer une charge suffisante de protfeines 
h&terologues dans le cytosol, ce pendant une dur&e de 
temps courte. En plus de leur utilisation potentielle 
comme modele pour le d&veloppement de vaccins mettant en 
30 oeuvre des vecteurs vivants, ces Listeria de virulence 
att6nu&e peuvent €tre utiles pour le criblage et la 
caracterisation de peptides bact&riens ou parasitaires 
specif iques d' alleles du locus codant pour les mol&cules 
de classe 1 du CMH. En effet, certaines bact6ries et 
35 certains parasites resident dans les compartiments vacuo- 



WO 93/15212 



PCT/FR93/00105 



24 

laires ; en outre, la cin&tique de croissance peut etre 
faible. Ainsi, pour les esp£ces de Leishmania ou les 
especes de Mycobacterium , cet outil pourrait etre tr&s 
utile pour d6finir la sp6cificit6 des lymphocytes CD8* 
5 qui sont produits en r6ponse a 1' infection. 
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Induction de la " propagation de lymphocytes T CD8* 
protecteurs par le muta nt act A de L. monocutoaenes dans la 

rate de souris C3H 
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lies cellules spl&niques ont et§ isolees a 
partir de souris C3H au jour 7 apres injection intra- 
veineuse de 1,5 x 10 7 mutants actA. Les cellules Thy-1% 
CD4* ou CD 8* ont ete soustraites In vitro avant le 
5 transfers adoptif . Les anticorps monoclonaux utilises ici 
etaient Anti-Thy-1, 2 Jlj (ATCC TIB 184), anti-CD4 RL1724 
(Ceredig, R. Lowenthal, J.W. Nabholz M. and MacDonald, 
K.R. , 1985, Nature 314 98), et anti-CD8 31M (Sarmlento 
M. GlasefcrooJc A.L. et Fitch F.W. , 1980, J. Immunol. 125- 

10 2665). La depletion etait < 90% apres chaque traitement 
cytotoxique par des anticorps monoclonaux (resultats non 
repr6sentes ) . Les populations cellulaires non depl6t6es 
[complement (C 1 )] ou d6plfet6es ont 6t6 transferees chez 
des "recepteurs" naifs syngeniques 1 heure apres injec- 

15 tion de 4 k 8 x 10 4 L. monocytogenes de type sauvage. Les 
groupes temoins comprenaient des recepteurs de cellules 
non d6plfet6es (c'est-a-dire incubees seulement avec C* ) 
et des recepteurs recevant seulement une injection de L. 
monocytogenes de type sauvage (c'est-^-dire pas de 

20 cellules). 48 heures apr&s l f injection, les bact6ries ont 
6t6 compt&es (moyenne + ET) dans la rate des "recepteurs" 
(3 a 5 souris par groupe). La signification statistique 
(test de Student) est rapportee pour l f efficacite du 
transfert (cellules trait£es contre pas de cellules) et 

25 pour I'effet du traitement de depletion sur I'efficacite 
du transfert (cellules deplfetees contre cellules trait£es 
par C 1 ) • 
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LISTE DES SEQUENCES 



I - INFORMATION GENE RALE 

5 

(1) DEMANDEUR : INSTITUT PASTEUR 

(2) TITRE DE L' INVENTION : 

Mutant attenue de Listeria monocytogenes , 
souche recombinante de Listeria monocvtoaenes r 
10 utilisation comme vecteurs heterologies d* anti- 

gene vaccinal et utilisation comme vaccin ou 
composition diagnostigue. 

(3) NOMBRE OE SEQUENCES : 1 

15 II - INFORMATION POUR SEQ ID N° 1 

CARACTERI STI QUES DES SEQUENCES 

TYPE : prot6ine 

LONGUEUR : 610 aminoacides 

TYPE DE MOLECULE : protfeine de surface 
20 ORIGINE 

ORGANISME : Listeria monocytogenes 

LIGNEE CELLULAIRE : LO 28 
CARACTERISTIQUE 

NOM DE LA PROTEINE : prodult du gdne Act A 

25 

III - DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 



-29 fcuaniBvtivYrTTMfCTTiiiroriri 



1 AXDSZDSSUfTDCWEEEKTECQPSEVKTGFIlYETAREVSSRDIKE 

46 ixkskkvrntnkadlAmijcekaekgpninnnmseotenaaink 

91 ASGADBPAIQVERRHPGLPSOSAAEIKKRRKAIASSDSELESLTt 
30 136 PDKPTKVNKKKVAKESVADASESDL0SSMQSA0E5SPQPZJCANQQ 

181 PFFPKVFIOCIKDAGKWVRDKIDEHPEVKKAIVDKSAGLIDOLLTK 
226 KKSEEVMAS 



235 prppppTD££LRLALP£TPHLLGFNAPATSEPSSF I 
270 EyPPPPTDEEI ^IAI^ETPMLLGFMAPATSEPSSFl 



35 389 
428 



30S 

350 brPPIPTEEEI^GRGGR 
367 PTSEEF SSLKSG 



EFPPPPTEDEI£I IRETASSLDSSFTRGDLASLRKAINRHSQNFS 



379 DF TDDEft SET 

TEEEIp RLADLRDRGTGKHSRNAGFLPLHPrASSPVPSL 

SPKVSKISAPALISDITKICTPFKKPSOPmVFMKKll rKTVTKK P 
473 TPVXTAFKI^XJPATIQPOETVXJUEMXTP^ 
518 LPVIQKEATESDKEXMKPCmsnCIIVE13E 

563 QCLIAKS AEDEKAICEgPCflllTTrTiAMIATfiVyg f/5irTrT Tnr. 
607 RJCHN 
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SYMBOLES DES ACIDES AMINES 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


citfeine 


D 


Asp 


acide aspartlque 


E 


Glu 


aclde glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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RE VEND I CAT IONS 

1. Mutant attenue de Listeria monocytogenes 
comport ant, dans le g&ne act A ou dans le promoteur de 
celui-ci, une mutation apte a bloguer ou modifier 

5 sensiblement 1' expression de la proteine codee par le 
gene act A. 

2. Mutant attenue de Listeria monocytogenes 
selon la revendication 1, caract6ris§ en ce que la 
mutation consiste en une insertion, une deletion ou une 

10 mutation par mutagfenfese dirigee. 

3. Mutant attSnue de Listeria monocytogenes 
selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que la mutation consiste en 1' insertion d'un 
transposon stable. 

15 4. Mutant att6nue de Listeria monocytogenes 

selon la revendication 3, caracterise en ce que le 
transposon stable est le transposon Tn917-lac. 

5. Mutant attfenue de Listeria monocytogenes 
selon l'une quelconque des revendications prec&dentes, 

20 caract&ris& en ce que la mutation est ef fectu6e dans le 
fragment d'ADN codant pour la sequence peptidique h 
motifs r&p&t&s comprise entre les aminoacides 235 a 315, 
350 & 360, 367 & 385 et 389 a 393 de la sequence SEQ ID 
n°l, 

25 6. Mutant attenue selon l'une des revendica- 

tions 1 & 4, caracterise en ce que la mutation consiste 
en une insertion entre les aminoacides 61 et 62 de la 
sequence peptidique SEQ ID n° 1. 

7. Mutant attfenue de Listeria monocytogenes 
30 selon la revendication 6, d&nomm& LUT 12, depose a la 

CNCM le 30 Janvier 1992 sous le n° 1-1167. 

8. Vaccin humain ou vfeterinaire, caract6ris6 
en ce qu'il comprend en tant que composant actif une 
souche mutante attenuee de Listeria monocytogenes selon 

35 l'une des revendications precedentes. 
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9. Souche recombinante de Listeria monocyto- 
genes , caract6ris6e en ce qu 1 elle comporte un ADN h6t6ro- 
logue, soit ins6re dans le gfenome d'un mutant attfenu6 
selon l'une des revendications pr6c6dentes , soit port6 

5 par un plasmide qui se rfeplique dans le mutant att6nu6. 

10. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 9, caract6ris6e en ce que 1 f ADN h6t£rologue consiste 
en un gene h£t&rologue codant pour un antigene protecteur 
cible de lymphocytes T de la sous-classe CD8. 

10 11. Souche recombinante selon la revendica- 

tion 10, caract&risSe en ce que 1' antlg&ne est un anti- 
gene bact6rien, notamment de mycobactfir ies . 

12. Souche recombinante selon la revendlca- 
tion 10, caract6ris6e en ce que I 1 antigene est un anti- 

15 gdne parasitaire, notamment de Leishmania, de Trypanosoma 
ou de Toxoplasma , Thelleria. 

13. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 10, caract6ris6e en ce que l'antig&ie est un anti- 
gene viral, notamment du VIH, du virus de la choriomfe- 

20 ningite lymphocytalre ou du virus de la grippe. 

14. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 13, caract6ris6e en ce que l'antig&ne est 1'antigftne 
gag et/ou 1* antigene nef du VIH et/ou tout ou partie de 
I'enveloppe gp 120 du VIH1 ou gp 140 du VIH2. 

25 15. Souche recombinante l'une des revendica- 

tions 9 A 14, caract6ris6e en ce qu'elle comporte un 
promoteur de Listeria en amont de 1 1 ADN h6t6rologue. 

16. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 15, caract6ris6e en ce que le promoteur est le 

30 promoteur hly. 

17. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 16, caract6ris6e en ce que 1' ADN hdtferologue est 
fusionng avec le dfebut du g£ne hly, de mani&re d utiliser 
la sequence signal de la listeriolysine 0 pour secrdter 

35 le produit de 1 9 ADN h6t6rologue dans le cytoplasme de la 
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cellule h6te. 

18. Vaccin huraain ou v6t6rinaire recombinants 
caract6rise en ce qu'il comprend en tant que composant 
actif une souche recombinante selon l'une des revendica- 

5 tions 9 a 17. 

19. Composition de diagnostic coraprenant une 
souche recombinante de Listeria monocytogenes selon l f une 
des revendlcations 10 d 17, pour le contrdle de l'fetat 
de protection d'un hdte humain ou animal contre une 

0 infection provoqu&e par un microorganisme comprenant un 
antigdne sensiblement identlque & celui codfe par le g&ne 
h6t6rologue insferd dans la souche mutante recombinante 
ou port6 par un plasmide se rdpliquant dans la souche 
mutante recombinante. 
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